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= u prtsrate tavenliM , ^ objet ^ s<quenK d , A£)N codmt ^ 

drosomicine, un gene chtaere ,a con^ „, vecfcur maam „ gtne chta „ 
procade pou, la riansfonnauon te plalltes „ |K pIaMB ^ rtsjaan:B ^ 
maladies. 

II «is.e aujtnnd'hui „ b«oi„ grands, de les planKS 

comre lea nnUadiea „ oanMttn , fongiqUM ^ ^ ^ ^ 

-oun a des Wttmams avec des pnxiufc d e protecd„„ anrifongiques, en ^ de 
pns.dger renvtaaaemca,. Un ^ daugmemer cettt aux ^ 

cons^ a ttanafonnc las plantes de maniere ,u'.U«s produisen. des substances a 
menie dassurer leur defense conue ces maladies. 

On connal, different substailces ^ ^ 

pepttdes. preseman, des proves bacerioides ou fongicides, notantmen, con,™ les 
champignons responsablea des maladies de* plan.es. Toutefois, le probleme consiste a 
trouver de * subsumes q m pou™. „„„ aenlemen, erne produi.es par des plames 
.ransiormees, mais encore conserve, leura proprie.es bacericides on fongicides e, ,e S 
-0 confer aux di.es planres. An sens de ,a present, invemion, on emend par bactericide 
ou fungicide ran, les propria bactfricides ou fungicides prupremen, dites one les 
propne.es bactfriostaliques ou fongistatiques. 

Lea drosomicinea ao„, des peptides produits par les larves e, adul.es de 
rusopbiles par induction a ,a suae dune blesaure sepuque uu de .injection dune 
bnble dose de baotoies. Un peptide a deja « deori, comme present, cenaines 
propne.es anrifongiques e. andbac^s in vino, no.amme„, dans la demande de 
breve. francs 2 725 992, ou ,e pepride « obtenu par indue*,, sur les drosophi.es e. 
pus.rica.ion. Le gene eodan, pour ce m*ne peptide a piemen, «. d*ri, par 
Fehlbaum * coll . (1994) . La ^ ^ f _ ^ ^ 

,0 conferer una re.ls.ance aux maladies durigine fongique „„ b ac«e„„e da toutefois 
pas ete decrite a ce jour. 

On a mai„.e„a„, .rouve que les g te des d ro somici„es pouvaien. e.re inse.es 
dans les plan.es pour leu, conferer des propria de resisuutce aux maladies tbngiques 
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et aux maladies d'origine bacterienne. apportant une solution particulierement 
avantageuse au probleme enonce ci-dessus. 

L'invention a done d'abord pour objet un gene chimere comprenant un 
fragment d'acide nucleique codant pour une drosomicine ainsi que des elements de 
5 regulation en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans les plantes et un 
vecteur pour la transformation des plantes contenant ce gene chimere. Elle comprend 
aussi une cellule vegetale transformee contenant au moins un fragment d'acide 
nucleique codant pour la drosomicine et une plante resistante aux maladies contenant 
la dite cellule. Elle concerne enfin un precede de transformation des plantes pour les 
10 rendre resistantes aux maladies dans lequel on insere un gene codant pour la 
drosomicine. 

Par drosomicine, on entend selon l'invention tout peptide pouvant etre isole des 
larves et adultes de drosophiles par induction a la suite d'une blessure septique ou de 
1'injection d'une faible dose de bacteries. ces peptides comprenant au moins 44 acides 
1 5 amines et 8 residus cysteine formant entre eux des ponts disulfure. 

De maniere avantageuse, la drosomicine comprend essentiellement la sequence 
peptidique de formule (I) ci-dessous : 

Xaa-Cys-Xab-Cys-Xac-Cys-Xad-Cys-Xae-Cys-Xaf-Cys-Xag-Cys-Xah-Cys 

(I) 

0 dans laquelle 

Xaa represente un reste peptidique comprenant au moins 1 acide amine. 
Xab represente un reste peptidique de 8 acides amines, 
Xac represente un reste peptidique de 7 acides amines, 
Xad represente unreste peptidique de 3 acides amines, 
5 Xae represente un reste peptidique de 9 acides amines. 
Xaf represente un reste peptidique de 5 acides amines. 
Xag represente unreste peptidique d'un.acide amine, et 
Xah represente un reste peptidique de 2 acides amines. 

De maniere avantageuse, Xab et/ou Xad et/ou Xac comprenent au moins un 
acide amine basique. Plus avantageusement. Xab comprend au moins 2 acides amines 
basiques, de preference 2 et/ou Xad et/ou Xaf comprenent au moins 1 acide amine 
basique, de preference 1. Par acide amine basique. on enbtend selon l'invention les 
acides amines choisis parmi la lysine, larginine ou Ihomoarginine. 
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De maniere preferentielle. 
Xaa represente la sequence peptidique Xaa'-Asp- dans iaquelle Xaa" represente NH2 
ou un reste peptidique comprenant au moins 1 acide amine, rt/ou 
Xab represente la sequence peptidique -Leu-Xab'-Pro- dans Iaquelle Xab' represente 
5 un reste peptidique de 6 acides amines, et/ou 

Xac represente la sequence peptidique -Ala-Xac'-Thr- dans Iaquelle Xac' represente 
un reste peptidique de5 acides amines, et/ou 

Xad represente la sequence peptidique -Arg-Xad'-Val, dans Iaquelle Xad' represente 
un reste peptidique d'un acide amin6, et/ou 
10 Xae represente la sequence peptidique -Lys-Xae'-His- dans Iaquelle Xae' represente 
un reste peptidique de 7 acides amines, et/ou 

Xaf represente la sequence peptidique -Ser-Xaf -Lys- dans Iaquelle Xaf represente un 
reste peptidique de 3 acides amines, et/ou 
Xag represente Trp, et/ou 
1 5 Xah represente le reste peptidique Glu-Gly. 
De maniere plus preferentielle, 
Xab' represente la sequence peptidique Ser-Gly-Arg-Tyr-Lys-Gly, et/ou 
Xac' represente la sequence peptidique Val-Trp-Asp-Asn-Glu, et/ou 
Xad' represente Arg, et/ou 
0 Xae' represente la sequence peptidique Glu-Glu-Gly-Arg-Ser-Ser-Gly, et/ou 
Xaf represente la sequence peptidique Pro-Ser-Leu. 

Selon un mode plus preferentiel de realisation de l'invention, la drosomicine 
est la sequence peptidique representee par 1'identificateur de sequence n° 4 (SEQ ID 
No 4) et les sequences peptidiques homologues. 

Par sequence peptidiques homologues. on entend toute sequence equivafente 
comprenant au moins 65 % d'homologie avec la sequence representee par 
1'identificateur de sequence n° 4, etant entendu que les 8 residus cysteine et le nombre 
d'acides amines les separant restent identiques certains acides amines etant remplaces 
par des acides amines differents mais equivalents sur des sites tfinduisant pas de 
modification substantielle de 1'activite antifongique ou antibacterienne de la diie 
sequence homologue. De preference, les sequences homologues comprennent au 
moins 75 % d'homologie, plus preferentiellement au moins 85 % d'homologie. encore 
plus preferentiellement 90 % d'homologie. 
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Le residu NH2 terminal peut presenter une modification post-traductionnelle. par 
exemple une acetylation. de meme que le residu C-terminal peut presenter une 
mod,t.cation post-traductionnelle. par exemple une amidation. 

Par sequence peptidique comprenant essentiellement la sequence peptidique de 
:> tormule generate (I). on emend non seulement les sequences definies ci-dessus. mais 
egalement de telles sequences comprenant a Tune ou I'autre de leurs extremes, ou les 
deux, des residus peptidiques, notamment necessaires a leur expression et cibiage dans les 
cellules vegetales ou dans les plantes. 

II s'agit notamment de la drosomicine « full length >, (longueur totale) representee 
10 par I identificateur de sequence n°2 (SEQ ID No 2). 

II s'agit en particulier d'un peptide de fusion « peptide-drosomicine » ou 
«drosom,cme-peptide». avantageusement « peptide-drosomicine ,,. dont la coupure par 
les systemes enzymatiques des cellules vegetales permet la liberation de la drosomicine 
defime ci-dessus. Le peptide fusion^ a la drosomicine peut etre un peptide signal ou un 
pepude de transit qui permet de controler et d'orienter la production de la drosomicine de 
mamere specifique dans une partie de la cellule vegetale ou de la plante. comme par 
exemple le cytoplasme, la membrane cellulaire. ou dans le cas des plantes dans un rvpe 
pamcuher de compartiments cellulaires ou de tissus ou dans la matrice extracellulaire. 

Selon un mode de realisation, le peptide de transit peut etre un signal d'adressaue 
chloroplastique ou mitochondrial, lequel est ensuite dive dans les chloroplastes ou les 
mitochondries. 

Selon un autre mode de realisation de 1'invention, le peptide signal peut etre un 
s.gnal N-terminal ou « propeptide », eventuellement en association avec un sienal 
responsable de la retention de la proline dans le reticulum endoplasmique, ou un peptide 
d adressage vacuolaire ou « propeptide ». Le reticulum endoplasmique est le lieu ou sont 
pns en charge par la « machinerie cellulaire » des operations de maturation de la proteine 
produue. comme par exemple le clivage du peptide signal. 

Les peptides de transit peuvent etre soit simples, soit doubles, et dans ce cas 
eventuellement separes par une sequence intermediate, c'est a dire comprenant, dans le 
sens de la transcription, une sequence codant pour un peptide de transit d'un gene vegetal 
codant pour une enzyme a localisation plastidiale, une partie de sequence de la partie 
mature N-terminale d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale 
pu,s une sequence codant pour un second peptide de transit d'un gene vegetal codant pour 
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une enzyme a localisation plastidiale. tels que decrit dans la demande EP 0 508 909. 

Comine peptide de transit utile selon Finvention. on peut citer en particulier le 
peptide signal du gene PR-la du tabac (WO 95/19443), ou encore I'ubiquitine representee 
fusionnee a la drosomicine par Tidentificateur de sequence n° 6. 
3 Le peptide de fusion « ubiquitine-drosomicine » et sa sequence codante sont 

egalement partie de la presente invention, en particulier decrits par Fidentificateur de 
sequence n° 5. 

La presente invention concerne done un gene chimere comprenant une 
sequence codante pour la drosomicine ainsi que des elements de regulation en position 
10 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans les plantes, la sequence codante 
comprenant au moins une sequence d'ADN codant pour la drosomicine telle que 
definie ci-dessus. 

La sequence d'ADN peut etre obtenue selon les methodes standards d'isolation et de 
purification a partir des drosophiles. ou encore par synthese selon les techniques usuelles 
15 d'hybridations successives ^oligonucleotides synthetiques. Ces techniques sont 
notamment decrites par Ausubel et al. 

Selon un mode de realisation de Finvention. la sequence d'ADN codant pour la 
drosomicine comprend la sequence d'ADN decrite par les bases 21 a 152 de 
Fidentificateur de sequence n° 3 (SEQ ID NO 3), une sequence homologue ou 
0 complementaire de ladite sequence. 

Selon un autre mode de realisation de 1'invention. la sequence d'ADN codant pour 
la drosomicine « full length » comprend la sequence d'ADN decrite par les bases 101 a 
310 de Fidentificateur de sequence n° 1 (SEQ ID No I), une sequence homologue ou 
complementaire de ladite sequence. 

Selon un autre mode de realisation de 1'invention, la sequence d'ADN codant pour 
le peptide de fusion « peptide-heliomicine » comprend la sequence d'ADN decrite par les 
bases 15 a 221 de Fidentificateur de sequence n°5 (SEQ ID NO 5), une sequence 
homologue ou une sequence complementaire des dites sequences. 

Par « homologue ». on entend selon 1'invention toute sequence d'ADN presentant 
une ou plusieurs modifications de sequence par rapport a la sequence nucleotidique decrite 
par les identificateurs de sequences n° 1, 3 ou 5 et codant pour la drosomicine. la 
drosomicine « full length » ou le peptide de fusion « peptide-drosomicine ». Ces 
modifications peuvent etre obtenues selon les techniques usuelles de mutation, ou encore 
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en choisissant les oligonucleotides synthetiques employes dans la preparation de ladite 
sequence par hybridation. Au regard des multiples combiriaisons dacides nucleiques 
pouvant conduire a I'expression dun meme acide amine\ les differences entre la sequence 
de reference decrite par les identificateurs de sequences n° 1. 3 ou 5 et I'homologue 
5 correspondant peuvent etre importantes. d'autant plus qu'il s'agit de fragments d'ADN de 
faible taille realisables par synthese chimique. De maniere avantageuse, le degre 
d'homologie sera d'au moins 70 % par rapport a la sequence de reference, de preference 
d'au moins 80 %, plus preferentiellement d'au moins 90 %. Ces modifications sont 
generalement neutres, c'est a dire qu'elles n'afTectent pas la sequence primaire de la 
1 0 drosomicine ou du peptide de fusion resultants. 

Par "cellule vegetale", on entend selon I'invention toute cellule issue d'une plante 
et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals. des tissus differencies tels 
que des embryons, des parties de plantes, des plantes ou des semences. 

On entend par "plante" selon I'invention. tout organisme multicellular differencie 
5 capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones. plus 
particulierement des plantes de culture destinees ou non a l'alimentation animale ou 
humaine, comme le mais. le ble. le colza, le soja, le riz, la canne a sucre. la betterave. le 
tabac. le coton, etc. 

Les elements de regulation necessaires a I'expression de la sequence d'ADN 
codant pour la drosomicine sont bien connus de I'homme du metier en fonction de la 
plante. lis comprennent notamment des sequences promotrices, des activateurs de 
transcription, des sequences terminatrices, y compris des codons start et stop. Les moyens 
et methodes pour identifier et selectionner les elements de regulation sont bien connus de 
rhomme du metier.Comme sequence de regulation promotrice dans les plantes. on peut 
utiliser toute sequence promotrice d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en 
particulier un promoteur d'origine bacterienne. virale ou vegetale tel que, par exemple, 
celui d'un gene de la petite sous-unite de ribulose-biscarboxylase/oxygenase (RuBisCO) 
ou d'un gene de virus de plante tel que, par exemple, celui de la mosaique du choux fleur 
(CAMV 19S ou 35S), ou un promoteur inductible par les pathogenes comme le PR-la du 
tabac, tout promoteur convenable connu pouvant etre utilise. De preference on a recours a 
une sequence de regulation promotrice qui favorise la surexpression de la sequence 
codante de maniere constitutive ou induite par l'attaque d'un pathogene. tel que par 
exemple. celle comprenant au moins un promoteur d'histone tel que decrit dans la 
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demande EP 0 507 698. 

Selon Tinvemion, on peut egalement utiliser, en association avec la sequence de 
regulation promotrice. d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre ie promoteur 
et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription ("enhancer"), comme par 
exemple I'activateur de translation du virus de la mosalque du tabac (TMV) decrit dans la 
demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (TEV) decrit par Carrington & Freed. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut utiliser 
toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le terminateur 
nos A'Agrobacterium tume/aciens, ou encore d'origine vegetate, comme par exemple un 
terminateur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 633 317. 

La presente invention concerne egalement un vecteur d'integration pour la 
transformation des plantes contenant au moins un gene chimere tel que defini ci- 
dessus. 

L'invention a encore pour objet un procede de transformation des cellules 
vegetales par integration d'au moins un gene chimere tel que defini ci-dessus, 
transformation qui peut etre obtenue par tout moyen connu approprie, amplement 
decrit dans la litterature specialisee et notamment les demandes citees dans la presente 
demande. 

Une serie de methodes consiste a bombarder des cellules ou des protoplastes 
avec des particules auxquelles sont accrochees les sequences d'ADN. 

Une autre serie de methodes consiste a utiliser comme moyen de transfer! dans 
la plante un gene chimere insere dans un plasmide Ti A'Agrobacterium tume/aciens ou 
RJ d'Agrobacterium rhizogenes. 

D'autres methodes peuvent etre utilisees telles que la micro-injection ou 
I'&ectroporation. 

L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en fonction de la 
nature de la plante, notamment de son caractere monocotyledone ou dicotyledone. 

Pour les procedes de transformation des cellules vegetales et de regeneration des 
plantes, on citera notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, 
US 4.536.475, US 5,464,763, US 5,177,010. US 5,187,073, EP 267.159, EP 604 662, EP 
672 752, US 4,945.050, US 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014. US 5.478,744, US 
5,179,022, US 5,565,346, US 5,484,956, US 5.508,468, US 5,538,877, US 5.554,798, US 
5,489.520. US 5.510,318. US 5.204,253. US 5.405.765, EP 442 174. EP 486 233, EP 486 
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234. EP 539 563, EP 674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128. 

La presente invention a encore pour objet les cellules vegetales. de plan tes 
monocotyledones ou dicotyledones, notamment de cultures, transform** et contenant 
dans leur genome une quantite efficace d'un gene comprenant une sequence codante 
pour la drosomicine definie ci-dessus. 

La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 
transform**, en particulier les plantes regenerees a partir des cellules transformees La 
regeneration est obtenue par tout procede appropne qui depende de la nature de 
1'espece. comme par exemple decrit dans les brevets et demandes ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet les plantes transforms issues de 
la culture et/ou du croisement des plantes regenerees ci-dessus, ainsi que les graines 
des plantes transformees. 

Les plantes ainsi transformees sont r&istantes a certaines maladies, en 
particulier a certaines maladies fongique, De ce fait, la sequence d'ADN codant pour 
1, la drosomicine peut etre integro avec pour objectif principal la realisation de plantes 
resumes aux dites maladies, la drosomicine etant efficace contre des maladies 
fongiques telles que celles causees par Botrytis, en particulier Botrytis cinerea 
(mycelium ou spores), Cercospora, en particulier Cercospora oeticola. Septoria, en 
parfcuher Septoria trUici, ou Fusarium, en particulier Fusarium culmorum (mvcelium 
20 ou spores) ou Fusarium graminearum. 

Le gene chimere pourra comprendre egalement et de maniere avantageuse au 
moms un marqueur de selection, tel qu'un ou plusieurs genes de tolerance aux herbicides 

La sequence d'ADN codant pour la drosomicine peut egalement etre inteeree 
comme marqueur de selection lors de la transformation de plantes avec d'autres sequences 

" C ° dant P ° Ur d ' aUtrCS PeptldCS ou P^eines d'interet, comme par exemple des genes de 
tolerance aux herbicides. 

De tels genes de tolerance aux herbicides sont bien connus de 1'homme du metier et 
notamment decrits dans les demandes de brevet EP 1 15 673, WO 87/04181. EP 337 899 
WO 96/38567 ou WO 97/04103. 
30 Bio emenda, , K ceUules „ ^ ^ ^ 

ccnpreadre out* la sequence codam poar la droso m iei„e. dWs se^enees hMr „,„ eues 
codan, poar des pro,etaes d-i„,.rt, eon,™ dWs peptides eomple m e„ Bir es sascepubles 
de confer a ,a ptae des resist 4 d Ws maladies d'ongine bacerienne oa 
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fongique. et/ou d'autres sequences codant pour des proteines de tolerance aux herbicides 
et/ou d autres sequences codant pour des proteines de resistance aux insectes. comme les 
proteines Bt notamment. 

Les autres sequences peuvent etre integrees au moyen du meme vecteur 
comprenant un gene chimere, lequel comprend une premiere sequence codant pour la 
drosomicine et au moms une autre sequence codant pour un autre peptide ou proteine 
d'interet. 

Elles peuvent egalement etre integrees au moyen d'un autre vecteur comprenant au 
moms la dite autre sequence, selon les techniques usuelles definies ci-dessus. 

Les plantes selon 1'invention peuvent encore etre obtenues par croisement de 
parents, tm portant le gene selon 1'invention codant pour la drosomicine, l'autre portant un 
gene codant pour au moins un autre peptide ou proteine d'interet. 

La presente invention concerne enfin un procede de culture des plantes 
transforms selon Invention, le procede constant a planter les graines des dites plantes 
transforms dans une surface d'un champ approprie pour la culture des dites plantes a 
apphquer sur la dite surface du dit champ une composition agrochimique, sans affecter de 
maniere substantielle les dites graines ou les dites plantes transformer, puis a recolter les 
plantes cuitivees lorsqu'elles arrivent a la maturite souhaitee et eventuellement a separer 
les graines des plantes recoltees. 

Par composition agrochimique, on entend selon 1'invention toute composition 
agrochimique comprenant au moins un produit actif ayant 1'une des activites suivantes. 
herbicide, fongicide, bactericide, virucide ou insecticide. 

Selon un mode preferentiel de realisation du procede de culture selon 1'invention 
la composition agrochimique comprend au moins un produit actif ayant au moins une 
actmte fongicide et/ou bactericide, plus preferentiellement presentant une activite 
complements de celle de la drosomicine produite par les plantes transferees selon 
T invention. 

Par produit presentant une activite complementaire de celle de la drosomicine. on 
entend selon 1'invention un produit presentant un spectre d'activite complementaire. e'est 
a dire un produit qui sera actif contre des attaques de contaminants (champianons. 
bactenes ou virus) insensibles a la drosomicine, ou encore un produit dont le spectre 
d'activite recouvre celui de la drosomicine, totalement ou en partie, et dont la dose 
d'apphcation sera diminuee de maniere substantielle du fait de la presence de la 
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drosomicine produite par la plante transformee. 

Les exemples ci-apres permettent d'illustrer Invention, la preparation du aene 
chunere. du vecreur d'integration, des plantes transformees et leur resistance a 
d.fferentes maladies d'ongine fongique. Les figures , a 7 en annexe decrivent ,es 
structures schematiques de certains plasmides prepares pour la construction des e enes 
chores. Dans ces figures, les differents sites de restriction sont marques en italics. 

Exem P' e 1 ; Construction H es gen*« 

Toutes les techniques employees ci-apres sont des techniques standard de 
laboratoire. Les protocol detail!* de ces techniques sont notamment decrits dans 
AusubeJ & coll. 

pRPA-RD-ISfl r 

On insere un clone entier de .ADNc codant pour la drosomicine decrit par 
Fehibaum & coil (SEQ. ID N° 1) dans le plasmide pCR-1000 (INVITROGEN) comme 
1 ^ fragment EcoRI-Hindlll. 

DEEA^m: Creation d'une region codant pour ,a drosomicine dite "longueur 
totale" (correspondant a „ peptide pre-pro) en eliminant .a region non transcrite 
en 5' et en supprimant le premier codon ATG. 

Le plasmide pRPA-RD-180 est digere avec les enzymes de restriction Seal et 
EcoRl, et le grand fragment d'ADN est purine. Un oligonucleotide svnthetique double 
bans de sequence Oligo 1 suivante est ensuite lie a la sequence d'ADN purifiee derivee 
depRPA-RD-180: 
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Oligo 1: s- AATTCCCGAAGACGACATGCAGATCAAGT 

GGGCTTCTGCTGTACGTCTAGTTCA 



UBEA=m=m: Creation d'une sequence codant pour la drosomicine mature qui 
ne comprend pas la region non transcrite en 3». 

Les deux oligonucleotides synthetiques complementaires de sequences Olieo o 
et Ohgo 3 ci-apres sont hybrides a 65°C pendant 5 minutes puis par diminution lente 
de la temperature a 30°C pendant 30*. 
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Oligo 2: 5 - GAGAGATCCC CCGCGGTGGT GACTGCCTGT CCGGAAGATA 

CAAGGGTCCC TGTGCCGTCT GGGACAACGA GACCTGTCGT 
CGTGTGTGCA AGGAGGAGGG 3 ' 

Oligo 3: 5 ' GCGCGCGGAT CCTTAGCATC CTTCGCACCA GCACTTCAGA 

CTGGGGCTGC AGTGGCCACT GGAGCGTCCC TCCTCCTTGC 
ACACACGACG 3' 



Apres hybridation entre l'Oligo 2 et l'Oligo 3, 1'ADN res* simple brin sen de 
1 0 matrice au fragment klenow de la polymerase 1 de E coli (dans les conditions standard 
preconisees par le fabriquant (New England Biolabs)) pour la creation de 
.'oligonucleotide double brin. Get oligonucleotide double brin est ensuite digere par 
les enzymes de restriction SacII et EcoRI et clones dans le plasmide pBS II SK(-) 
(Stratagene) digere par les meme enzymes de restriction. On obtient alors un clone 
I. comprenant la region codant pour la drosomicine mature situee entre les sites de 
restriction SacII et BamHI(SEQ ID 3). 

PRPA-RD-186 : Elimination de la region 3' non transcrite de la region codant 
pour la drosomicine longueur totale de pRPA-RD-182. 

Le plasmide pRPA-RD-182 est digere avec les enzymes de restriction BspEI ct 
0 Kpnl. et le grand fragment d'ADN est purine. Le plasmide pRPA-RD-183 est ensuite 
digere avec les enzymes de restriction BspEI et Kpnl, et le petit fragment d'ADN est 
purifie. Ces deux fragments purifies sont ensuites lies de maniere a obtenir un 
plasmide contenant la region codant pour le peptide pre-pro de la drosomicine dont le 
premier codon ATG et les deux regions non codantes en 5' et 3' ont ete supprimees 
! (SEQ ID 5). 

pRPA-RD-187 : Creation d'un vecteur depression dans les plantes comprenant 
la sequence codant pour la forme mature de la drosomicine. 

Le plasmide P UGUS(I18), derive du pUC-19, a ete obtenu aupres du Dr. 
Richard Vierstra de I'Universite du Wisconsin (plasmide non decrit). Ce plasmide dont 
la structure schematise est representee sur la figure 1, contient le promoteur CaMV 
35S qui dirige 1'expression d'un ARN contenant la sequence non traduite en 5' du virus 
de la mosaique alfalfa (AMV 5' UTR; Brederode & coll., 1980), la region N-terminale 
du gene de l'ubiquitine ubqll d'Arabidopsis thaliana jusqu'au site de clivage de 
1'ubiquitine hydrolase (ubql 1 N-term; Callis & coll., 1993) laquelle est fusionnee dans 
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le meme cadre de lecture avec le gene de la P-glucuronidase de £ coli (GUS; Jefferson 
& coll.. 1987). suivi du site de polyadenylation du gene de la nopaline synthase 
d'Agrobaaerium lumnfaciens (NOS polyA; Bevan & coll.. 1 983 ). 

Le plasmide pUGUS(118) est digere avec les enzymes de restriction SacII et 
5 BamHl et ie grand fragment d'ADN est purifie. Le plasmide pRPA-RD-l 83 est digere 
avec les enzymes de restriction SacII et BamHI et le petit fragment d'ADN contenant 
la region codante pour la forme mature de la drosomicine est ensuite purifie. Les deux 
fragments d'ADN purifies sont lies ensemble dans une cassette d'expression dans les 
plantes qui synthetisent une proteine de fusion ubiquitine-drosomicine dans le 
10 cytoplasme des cellules vegetales. La structure schematique de cette cassene 
d'expression est representee sur la figure 2. Sous Taction de 1'ubiquitine hydrolase sur 
cette proteine de fusion, la drosomicine mature est liberee dans le cytoplasme des 
cellules de la plante. 

pRPA-RD-188 : Criation d'un vecteur d'expression dans les plantes comprenant 
1 5 la longueur totale de la sequence codant pour la drosomicine (pre-pro). 

Le plasmide pRTL-2 GUS, derive du plasmide pUC-19, a ete obtenu aupres du 
Dr. Jim Carrington (Texas A&M University, non decrit). Ce plasmide dont la structure 
schematique est representee sur la figure 3. contient le promoteur CaMV 35S duplique 
isole du virus de la mosaique du choux fleur (Promoteur CaMV 2x35S; Odell & coll., 
10 1985) qui dirige l'expression d'un ARN contenant sequence non traduite en 5' du virus 
etch du tabac (TEV 5' UTR; Carrington & Freed. 1990), le gene de la p-glucuronidase 
de E. coli (GUS Jefferson & coll.. 1987) suivi du site de polyadenylation de l'ARN 
35S de CaMV (CaMV polyA; Odell & coll.. 1985). 

Le plasmide pRTL-2 GUS est digere avec les enzymes de restriction Ncol et 
BamHI et ie grand fragment d'ADN est purifie. Le plasmide pRPA-RD-186 est digere 
avec les enzymes de restriction BbsIUt BamHI et le petit fragment d'ADN contenant 
la region codant pour la drosomicine pre-pro est purifie. Les deux fragments d'ADN 
purifies sont ensuite lies ensemble dans une cassene d'expression dans les plantes qui 
synthetisent une proteine de drosomicine pre-pro. La structure schematique de cette 
cassette d'expression est representee sur la figure 4. « pre-pro-drosomicine wrepresente 
la region codante pour la drosomicine de pRPA-RD-186. La drosomicine est 
transponee vers la matrice extra-cellulaire de la plante par Taction d'un peptide signal 
(pre-pro). 
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PRPA-RD-J95 : Creation d'un plasmide contenant un site de clonage multiple 
modifte. 

Le plasmide P RPA-RD-I95 est un plasmide derive du pUC-19 qui contiem un 
sue de clonage multiple modifie. Les oligonucleotides synthetiques complementaires 
Ohgo 4 et Oligo 5 ci-apres, sont hybrid* et rendus double brin selon la procedure 
decnte pour pRPA-RD-1 83. 

OligO 4: 5 . AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA CGGCCAGTCA GGCCGAATTC 

GAGCTCGGTA CCCGGGGATC CTCTAGAGTC GACCTGCAGG 
CATGC 3 ' 

Oligo 5: 5 • CCCTGAACCA GGCTCGAGGG CGCGCCTTAA TTAAAAGCTT 

GCATGCCTGC AGGTCGACTC TAGAGG 3 ' 

[.'oligonucleotide double brin obtenu est ensuite lie dans pUC-19 qui a ete 
prealablement digere avec les enzymes de restriction EcoRl et HindUUi rendu bouts 
francs en employant le fragment klenow de l'ADN polymerase 1 de E. coli. On obtient 
un vecteur contenant de multiples sites de clonage pour faciliter Introduction des 

cassettes depression dans un plasmide vecteur d'Agrobacierium tumefaciens La 

structure schematique de ce site de clonage multiple est representee sur la figure 5. 

pRPA.RD-190 : Introduction de la cassette d'expression de la drosomieine de 

pRPA-RD-187 dans pRPA-RD-195. 

Le plasmide pRPA-RD-187 est digere avec les enzymes de restriction Kpnl et 
Sail et le fragment d'ADN contenant la cassette d'expression de la drosomieine est 
punfie. Le fragment purifie est ensuite lie dans pRPA-RD-195 qui a ete prealablement 
digere avec les meme enzymes de restriction. 



IlSPA.SDdM: Introduction de la cassette d'expression de la drosomieine de 
pRPA-RD-188 dans pRPA-RD-195. 

Le plasmide pRPA-RD-188 est digere avec 1'enzyme de restriction Hindlll et 
dephosphoryle avec de la phosphatase intestinale de veau. Le fragment d'ADN 
contenant la cassette d'expression de la drosomieine est purifie. Le fragment purifie est 
ensuue lie dans P RPA-RP-195 qui a ete prealablement digere avec I'enzyme de 
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restriction Hindlll. 

pRPA.RD.174 : Plasmide derive dc pRPA-BL-150A (EP 0 508 909) contenant le 
gene dc tolerance au bromoxynil de pRPA-BL-237 (EP 0 508 909). 

Le gene de tolerance au bromoxynil est isole de pRPA-BL-237 par une 
amplification genique par PCR. Le fragment obtenu est a bouts francs et est clone dans 
le site EcoRJ de P RPA-BL-150A qui a ete rendu bouts francs par Taction de la 
polymerase klenow dans des conditions standard. On obtient un vecteur 
d'Agrobacterium tume/aciens qui contient le gene de tolerance au bromoxynil a 
proximite de sa bordure droite. un gene de tolerance a la kanamycine a proximite de sa 
bordure gauche et le site de clonage multiple de pUC-19 entre ces deux genes. 

La structure schematique de pRPA-RD-174 est representee sur la figure 6. Sur 
cette figure, W represente le site de polyadenylation de la nopaline synthase 
d'Agrobacterium tume/aciens (Sevan & coll., 1983), "NOS pro" represente le 
promoteur de la nopaline synthase d'Agrobacterium tumefaciens (Bevan & coll., 
1983), "NPT II" represente le gene de la neomycine phosphotransferase du 
transpose Tn5 de E. coli (Rothstein & coll., 1981), "35S pro" represente le promoteur 
35S isole du virus de la mosaique du choux fleur (Odell & coll., 1985), "BRX" 
represente le gene de la nitrilase isole de K. ozaenae (Stalker & coll., 1988), "RB" et 
"LB" representent respectivement les bordures droite et gauche de la sequence dun 
plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens. 

pRPA-RD-184 : Addition d'un nouveau site de restriction, unique, dans pRPA- 
RD-174. 

Les oligonucleotides synthetiques complementaires Oligo 6 et Oligo 7 ci-apres. 
sont hvbrides et rendus double brin selon la procedure decrite pour pRPA-RD-1 83. 
Oligo 6: 5 < CGGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGGC 

CCCGGCGCGC CTAGGTGTGT GCTCGAGGGC CCAACCTCAG 
TACCTGGTTC AGG 3 • 
Oligo 7: 5 . CCGGCCTGAA CCAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA 

CACCTAGGCG CGCCGGGGCC GCGTTTAAAC TTAATTAAGT 
GTGGCCTGAC TGG 3 ' 

Loligonucleotide double brin hybride (95 paires de bases) est purifie apres 
separation sur un gel d'agarose (3 % Nusieve. FMC). Le plasmide pRPA-RD-174 est 
digere avec 1'enzyme de restriction Xmal. et le grand fragment d'ADN est purifie. Les 
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deux fragments d'ADN obtenus sont ensuite lies. 

On obtient un piasmide derive de pRPA-RD-174 comprenant d'autres sites de 
restriction entre le gene de tolerance au bromoxynil et le gene de la kanamyoine 
marqueur de selection. 

5 La strucure schematique du piasmide pRPA-RD-I84 est representee sur la 

figure 7 ou les termes "nos", "NPT II", "NOS pro", "35S pro", "BRX gene". "RB" et 
"LB" ont la meme signification que pour la figure 6. 

pRPA-RP-192 ; Creation d'un vecteur d'Agrobacterium tumefaciens contenant la 
construction du gene codant pour la drosomicine dirigee vers le cytosol des 
I cellules. 

Le piasmide pRPA-RD-190 est digere avec les enzymes de restriction Apal et 
AscI. et le fragment d'ADN contenant la cassette ^expression de la drosomicine est 
purine. Le fragment d'ADN purifie contenant la cassette d'expression de la 
drosomicine est lie dans pRPA-RD-1 84, apres digestion prealable avec les meme deux 
enzymes. On obtient ainsi un vecteur d'Agrobacterium tumefaciens contenant la 
sequence codant pour la proteine de fusion drosomicine-ubiquitine qui conduit a 
l'expression de la drosomicine dans le cytosol des cellules de la plante. 
p RPA-RD-193 ; Creation d'un vecteur d'Agrobacterium tumefaciens contenant la 
construction du gene codant pour la drosomicine dirigee vers la matrice 
extracellulaire. 

On reprend le mode operatoire decrit ci-dessus avec le piasmide pRPA-RD-19I 
et les enzymes de restriction Pmel et AscI, reraplacant le piasmide pRPA-RD-190 et 
les enzymes de restriction Apal et AscI. On obtient ainsi un vecteur d'Agrobacterium 
tumefaciens contenant la sequence codant pour la proteine pre-pro de la drosomicine 
qui conduit a l'expression de la drosomicine dans la matrice extracellulaire de la 
plante. 

Exemple 2 : Tolerance aux herbicides des tabacs transformes. 
2.1- Transformation 

Les vecteurs pRPA-RD-192 and pRPA-RD-193 sont introduit dans la souche 
d'Agrobacterium tumefaciens EHA101 (Hood & coll., 1987) porteuse du cosmide 
P TVK291 (Komari & coll., 1986). La technique de transformation est basee sur la 
procedure de Horsh & coll. (1985). 
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qu'il comprend en outre au moins une sequence codante pour un autre peptide 
susceptible de conferer a la plante des resistances a d'autres maladies d'origine 
bacterienne ou fongique. 

15. Gene chimere selon I'une des revendications I a 14, caracterise en ce 
3 que les elements de regulations component les sequences promotrices, les activateurs 
de transection, les peptides de transit et/ou les sequences terminalrices. 

16- Gene chimere selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce 
que la sequence de regulation promotrice est choisie parmi les sequences promotrices 
d'ongine bacterienne, virale ou vegetale. 
•0 17. Gene chimere selon la revendication 16, caracterise en ce que la 

sequence de regulation promotrice est choisie parmi le promoter du gene de la petite 
sous-umte de ribulose-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO) ou celui de la 
mosaique du choux fleur (CAMV 19S ou 35S). 

18. Gene chimere selon la revendication 16, caracterise en ce que la 
15 sequence de regulation promotrice comprend au moins un promoteur choisi parmi les 

promoteurs d'histone ou d'actine. 

19. Vecteur pour la transformation des plantes caracterise en ce qu'il 
contient au moins un gene chimere selon Tune des revendications 1 a 18. 

20. Cellule vegetale transformee contenant au moins un ADN tel que deTmi 
20 dans Tune des revendications 1 a 18. 

21. Plante resistante aux maladies, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
cellule transformee selon la revendication 20. 

22. Plante selon la revendication 21, caracterisee en ce qu'elle est obtenue par 
regeneration a partir d'une cellule transformee selon la revendication 20. 

25 23. Plante transformee rename aux maladies, caracterisee en ce qu'elle est 

issue de la culture et/ou du croisement des plantes selon I'une des revendications 2 1 ou 22. 

24. Graines de plantes transferees selon l'une des revendications 21 a 23. 

25. Precede de transformation des plantes pour les rendre resistantes aux 

30 uT " " qU '° n lnS " e Un ** Chim " e Se, ° n ,,Une d6S 

26. Procede de transformation des plantes pour les rendre resistantes aux 
malad.es fongiques, caracterise en ce qu'on insere un gene chimere selon l'une des 
revendications 1 a 18. 
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27. Proced* selon l'une de S revendications 25 ou 26. caracterise en ce que le 
transfert est efifectue avec Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium rhizogenes. 

28. Precede selon l'une des revendications 25 ou 26, caracterise en ce que le 
transfert est effectue par apport par bombardement a I'aide de particuies chargees de 
I'ADN. 

29. Procede selon l'une des revendications 25 a 28, caracterise en ce que 
I'on insere egalement au moins un gene de tolerance aux herbicides. 

30. Procede selon l'une des revendications 25 a 29, caracterise en ce que 
I'on insere egalement au moins une sequence codante pour un autre peptide susceptible 
de conferer a la plante des resistances a d'autres maladies d'origine bacterienne ou 
fongique. 

31 Procede de culture des plantes transformees selon l'une des revendications 
21 a 24, caracterise en ce qu'il consiste a planter les graines des dites plantes transformees 
dans une surface d'un champ approprie pour la culture des dites plantes, a appliquer sur la 
due surface du dit champ une composition agrochimique, sans affecter de maniere 
substantielle les dites graines ou les dites plantes transformees, puis a recolter les plantes 
cumvees lorsqu'elles arrivent a la maturite souhaitee et dventuellement a separer les 
graines des plantes recoltees. 

32. Procede de culture selon la revendication 31, caracterise en ce que la 
composition agrochimique comprend au moins un produit actif ayant au moins une 
activite fongicide et/ou bactericide. 

33. Procede de culture selon la revendication 24, caracterise en ce que le 
produit actif presente une activite complementaire de celle de la drosomicine. 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATION GENERALE; 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE -POULENC AGROCHIMIE 

(B) RUE; 14/20 Rue Pierre BAIZET 

(C) VILLE: Lyon 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 69009 

(ii) TITRE DE L ' INVENTION : Gene chimere codant pour la drosomicine 
vecteur le contenant pour la transformation des cellules vtoHI^ S iian^, 
transferees obtenues resistantes aux maladies UieS ve ^ tales et plantes 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 14 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION : PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

{2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO:l: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 488 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclSique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) SOURCE D'ORIGINE: 

(A) ORGANISMEE: Drosophila melanogaster 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: pRPA-RD-180 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 101.. 310 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 1 : 
GAATTCGAGC TCGGTACCCC TCGAGACCAT GGTCGACCCC ACGCGTCCGG ATAATTCTTT 
CAGAAATCAT TTACCAAGCT CCGTGAGAAC CTTTTCCAAT ATG ATG CAG ATC AAG 



Met Met Gin He Lys 
1 



TAC TTG TTC GCC CTC TTC GCT GTC CTG ATG CTG GTG GTG CTG GGA GCC 
Tyr Leu Phe Ala Leu Phe Ala Val Leu Met Leu Val Val Leu Gly Ala 
10 15 20 

AAC GAG GCC GAT GCC GAC TGC CTG TCC GGA AGA TAC AAG GGT CCC TGT 



60 
115 

163 

211 
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As- «u «. A.p Mp ^ Le „ 3 „ My ^ ^ ^ 

= S 5 5 £ 2 2 5 5 2 s 5 S = = T y 

45 SO 

£ E £ St £ £ S S sf r ^ TGC GAA 

55 7 /S S " Pr ° Ser Leu ^ Cys Trp Cys Glu GXy 

60 65 

TGC TAAATCCATG AGCAATTAGC ATGAACGTTC TGAAAAGCGC GTTTAGCTCT 



CCACTACTTA CGACATATTC TATGCTGCAA TATTGAAAAT CTAATAAACA AAACTAATGT 
ACATTAAAAA AAAAAAAAAA. AAAAAAAAAA AAAAAAAGGG CGGCCGCGAC CTGCAGGCAT 
GCAAGCTT 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CHARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

(A) LONGUEUR: 70 acides amines 

(B) TYPE: acides amines 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 2: 

Met Met Gin lie Lys Tyr Leu Phe Ala Leu Phe Ala Val Leu Met Leu 

10 15 

Val val Leu Gly Ala Asn Glu Ala Asp Ala Asp Cys Leu Ser Gly Arg 

25 30 
Tyr Lys Gly Pro Cys Ala Val Trp Asp Asn Glu Thr Cys Arg Arg Val 

40 45 

Cys Lys Glu Glu Gly Arg Ser Ser Gly His Cys Ser Pro Ser Leu Lys 

55 60 

Cys Trp Cys Glu Gly Cys 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CHARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

(A) LONGUEUR: 167 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



259 

307 

360 

420 
480 
488 
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(Vi) SOURCE D ' ORIGINE • 

fA> OROANISME: SynThetique 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: pRPA-RD-183 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE • 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 21..i S2 

<xi> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO-3- 

CAGAGATCCC CCGCGGTGGT CAC TCC CTQ TCC CGA ACA TAC AAG GGT CCC 

Asp Cys Leu ser Gly Arg Tyr Lys G " Pro 

is xnr Cys Arg Arg Val Cyg Lys Glu Glu 

Z S 2 S S His £ £ £ T ^ « « ~ 

3q y Cys ser Pro ser Leu Lys Cys Trp Cys Glu 
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40 
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50 



98 



146 



GGA TGC TAAGGATCCG CGCGC 
Gly cys ~~ 16? 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 
A) LONGUEUR: 44 acides amines 
(B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO-4- 
-P Cys Leu Ser Gly Arg T,r Lys Gly Pro Cys Ala Val Trp Asp Asn 
Olu T hr cys Arg Arg Val cys Lys Glu Glu Gly Arg Ser Ser Gly His 
Cys ser Pro Ser Leu Lys Cys Trp Cys Glu Gly Cys 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO:S ; 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

A LONGUEUR: 236 paires^Sses 

TYPE: acxde nucleique 
(C) NOMBRE DE BR INS : double 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) SOURCE D 1 ORIGINE : 

(A) ORGANISME: Synthetique 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: pRPA-RD-186 

(ix) CARACTERI STIQUE ADDITIONNELLE ; 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 15.. 221 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GAATTGAAGA CGCC ATG CAG ATC AAG TAC TTG TTC GCC CTC TTC OCT GTC 
Met Gin He Lys Tyr Leu Phe Ala Leu Phe Ala Val 

CTG ATG CTG GTG GTG CTG GGA GCC AAC GAG GCC GAT GCC GAC TGC CTG 
Leu Met Leu Val Val Leu Gly Ala Asn Glu Ala Asp Ala £s Su 
15 20 25 

TCC GGA AGA TAC AAG GOT CCC TGT GCC GTC TGG GAC AAC GAG ACC TGT 
S6r ° X Arg ^ <*Y Cys Ala Val Trp Asp £n Tu £ £J 

30 35 40 

CGT CGT GTG TGC AAG GAG GAG GGA CGC TCC AGT GGC CAC TGC AGC CCC 
Arg Arg Val Cys Lys Glu Glu Gly Arg Ser Ser Gly His Cys Ser Pro 
5 50 55 60 

AGT CTG AAG TGC TGG TGC GAA GGA TGC TAAGGATCCG CGCGC 
Ser Leu Lys Cys Trp Cys Glu Gly Cys 
65 



50 



98 



146 



194 



236 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 69 acides amines 

(B) TYPE : acide aminS 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Met Gin lie Lys Tyr Leu Phe Ala Leu Phe Ala Val Leu Met Leu Val 
5 10 15 

Val Leu Gly Ala Asn Glu Ala Asp Ala Asp Cys Leu Ser Gly Arg Tyr 
20 25 30 

Lys Gly Pro Cys Ala Val Trp Asp Asn Glu Thr Cys. Arg Arg Val Cys 
35 40 45 
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